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SUMMARY
From October, 2008 up to January, 2009 103 probes of sera from the hens based at the integrated poultry 
farms and household facilities various regions of Republic Tadjikistan were tested with purpose to reveal 
antibodies to avian influenza H5N1 in HI and ELISA. Nonvaccinated poultry from several regions (Vakh-
dat, Rasht, Shakhrinav) also were tested. Data received in HI and ELISA shows circulation of strains vi-
rus H5N1, which were nonpathogenic into absence of outbreaks in regions. In regions Pamir, Chillikul, Ka-
bodijan, Varzob and Faisabad this results received positive that may be explained by vaccination of poultry.
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ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ

цией, также как и положительный резуль-
тат в РТГА с пробами из района Памир. 
При этом данные, полученные в ИФА при 
исследовании проб от не вакцинированной 
птицы по районам Вахдат, Рашт, Шахри-

нав свидетельствуют, по нашему мнению, 
о циркуляции штаммов вируса H5N1, кото-
рые являются слабопатогенными или ави-
рулентными, учитывая отсутствие острых 
вспышек инфекции в этих регионах.

Некробактериоз – широко распростра-
ненное инфекционное заболевание, кото-
рым болеют все виды животных и птиц, 
а также и человек. Первичным агентом в 
возникновении данного заболевания яв-
ляется Fusobacterium necrophorum – гра-
мотрицательная, полиморфная, непод-
вижная палочка, растущая в строго ана-
эробных условиях, не образующая спор 
и капсул. Болезнь причиняет экономиче-
ский ущерб из–за снижения многих пока-
зателей, в том числе молочной продуктив-
ности на 5–25%, интенсивности роста на 
15–25% [1– 3].

Основным способом лабораторной ди-
агностики некробактериоза крупного и 
мелкого рогатого скота в настоящее вре-
мя является бактериологическое исследо-

вание: микроскопия мазка, посев на пита-
тельные среды, биопроба на лаборатор-
ных животных. Эти методы диагностики 
имеют свои минусы. Так, из очагов пора-
жения наряду с Fusobacterium necrophorum, 
обладающей вирулентностью, выделяют и 
невирулентные биотипы: Fusobacterium 
pseudonecrophorum, находящиеся в руб-
це, а также атипичные формы, которые 
никогда не вызывают заболевание, но по 
морфологическим признакам очень схожи 
с вирулентными вариантами. Одновремен-
но в больших количествах выделяется со-
путствующая микрофлора: стафилококки, 
стрептококки, микрококки, картофельная, 
кишечная палочки и другие микроорга-
низмы. Поэтому выделить возбудителя за-
болевания сложно. В целом на постанов-
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ку диагноза затрачивается 12–16 суток, а в 
случае значительного обсеменения биоло-
гических образцов вульгарной микрофло-
рой это время увеличивается на 6–10 дней.

В настоящее время наиболее чувстви-
тельными и специфичными признаны ме-
тоды, основанные на выявлении фраг-
ментов генома возбудителя в биологиче-
ском материале с помощью полимераз-
ной цепной реакции. Этот метод позволя-
ет обнаружить возбудителя при очень низ-
ких его концентрациях и сократить сро-
ки диагностических исследований в 8–10 
раз в сравнении с бактериологическими 
методами. 

Материал и методы
Биологические образцы для исследо-

ваний отбирали по клиническим показа-
ниям: хромота, язвы между пальцами с се-
рым налетом и неприятным запахом, сви-
щи в копытном роге с гнойным истече-
нием или без него. Выделение культур F. 
necrophorum проводили согласно «Мето-
дическим указаниям по лабораторной ди-
агностике некробактериоза животных» 
[4]. Также в своей работе использовали 
культуры F. necrophorum, выделенные от 
животных из разных регионов Западно-
Сибирского и Приволжского округов со-
трудниками лабораторий по изучению не-
кробактериоза животных ГНУ ИЭВСиДВ 
СО Россельхозакадемии и Всероссийско-
го научно-исследовательского ветеринар-
ного института (ВНИВИ, г. Казань) и пе-
реданные в лабораторию генной инжене-
рии ИЭВСиДВ. В качестве известных ис-
пользовали культуры F. necrophorum № 
3430 и № 2, выделенные соответственно во 
ВГНКИ и ВИЭВ. 

Для проверки специфичности поли-
меразной цепной реакции использова-
ли референтные штаммы Escherichia coli 
АТСС 25922, Streptococcus pyogenes (гр. А), 
Staphylococcus aureus АТСС 25923, Proteus 
vulgaris (полевой штамм), Bacillus subtilis 
ТНП-3, Salmonella dublin 373 315/52, пред-
ставленные сотрудниками лаборатории по 
изучению болезней молодняка ГНУ ИЭВ-
СиДВ. 

Выделение геномной ДНК возбудите-
ля из биологических образцов проводи-
ли в двух вариантах: в первом – депротеи-
низацию суммарной ДНК проводили с по-
мощью протеиназы К (10 мг/мл) с после-
дующей экстракцией смесью фенол–хло-
роформа (1:1) и осаждением этанолом, во 
втором – для депротеинизации использова-
ли 10% раствор СТАВ. 

В своей работе мы исходили из того, 

что многие факторы патогенности коди-
руются генами, входящими в состав мо-
бильных генетических элементов, к кото-
рым относятся транспозоны, характерные 
для данных вариантов патогенных микро-
организмов. Поэтому определение после-
довательностей и синтеза олигонуклеотид-
ных праймеров проводили по алгоритму 
выравнивания последовательностей ДНК 
транспозонов в программах Alignment 
Service V.4.0 и GENCNER [5], а для анали-
за праймеров по уровню свободной энер-
гии использовали программу OLIGO 4.0. 
Химический синтез специфических и про-
извольных праймеров был осуществлен 
амидофосфитным методом на автоматиче-
ском синтезаторе ASM-102U (Biosset Ltd, 
Новосибирск) в отделе химии природных 
соединений ГНЦ ВБ «Вектор». Постанов-
ку полимеразной цепной реакции осущест-
вляли на амплификаторах «Бис» М-105 
(Новосибирск) или «Терцик» (Москва). О 
результатах судили по размеру синтезиро-
ванного фрагмента к ДНК, мигрирующе-
го в 0,8%-м геле агарозы при силе тока 35–
40 мА в течение 30–40 мин. Маркером слу-
жила ДНК pUC 18, гидролизованная эн-
донуклеазой AluI. Документирование по-
лученных результатов проводили с помо-
щью цифровой фотокамеры, секвенирова-
ние ампликонов – по двум цепочкам ДНК, 
используя общепринятые методики Т. Ма-
ниатис, Э. Фрич, Д. Сэмбрук и Максама-
Гилберта [6,7]. 

Результаты исследований
Нами была сконструирована тест-

система по выявлению геномной ДНК ви-
рулентных штаммов F. necrophorum subsp. 
necrophorum с помощью специфических 
олигонуклеотидных праймеров в гнездо-
вой полимеразной цепной реакции. С этой 
целью были синтезированы две пары оли-
гонуклеотидных праймеров, комплемен-
тарные ДНК в области, характерной для 
вирулентных штаммов Fusobacterium и от-
сутствующей в сопутствующей микрофло-
ре, такой, как стафилококки, стрептокок-
ки, микрококки, кишечная палочка. С по-
мощью наружных праймеров № 11 и № 22 
в ПЦР синтезировали больший фрагмент. 
Вторую пару праймеров № 011 и № 022 
применяли для синтеза меньшего фраг-
мента, структурно входящего в больший. 
Анализы считали положительными, если 
размер первого и второго ампликонов со-
ответствовали ожидаемым размерам соот-
ветственно 558 и 289 н.п.

Из результатов исследований, при-
веденных в табл. 1, следует, что положи-
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тельные анализы продуктов ПЦР полу-
чали только тогда, когда в качестве ма-
трицы использовали ДНК возбудителя F. 
necrophorum subsp. necrophorum. Анали-
зы были отрицательными, когда исполь-
зовали ДНК E. coli, Streptococcus pyogenes, 
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, B. 
subtilis, Salmonella dublin. Расчет концен-
трация ДНК осуществляли по Т. Маниатис, 
Э. Фрич, Д. Сэмбрук [6], ставя ПЦР с кон-
трольной ДНК F. necrophorum. Чувстви-
тельность разработанного способа гнездо-
вой ПЦР для диагностики некробактерио-
за составила 12,0 пг/мкл суммарной ДНК.

Проведенные ранее нами исследования 
позволили установить, что синтезируемый 
больший фрагмент ДНК F. necrophorum в 
558 н.п. является транспозоном, кодирую-
щим синтез фермента транспозазы и от-
носится к мобильному району, содержа-
щему факторы патогенности [8, 9]. Экспе-
рименты с данной диагностической тест-
системой для выяснения ее специфично-
сти показали, что положительные анали-
зы продуктов ПЦР получали только тог-
да, когда в качестве матрицы использова-
ли ДНК F.necrophorum subsp. necrophorum. 
Анализы были отрицательными, когда ис-
пользовали ДНК F. pseudonecrophorum и 
других бактерий. 

Затем были проведены испытания 
данной диагностической тест-системы в 
сравнении с бактериологическими и био-
логическими методами исследования од-
них и тех же образцов патологического 
материала, отобранного от животных, по-
дозреваемых в заболевании некробакте-
риозом. 

С этой целью поступившие для иссле-
дования пробы биоматериала делили на 
две части и нумеровали однозначными 
номерами-шифрами. Одну часть образцов 
исследовали в лаборатории некробакте-
риоза животных согласно «Методическим 
указаниям по лабораторной диагностике 
некробактериоза» (Москва, ГУВ Госагро-
прома СССР, 01.06.1987 г.). Другую часть 
этих же образцов под номерами-шифрами 
передавали в лабораторию генной инже-
нерии, где проводили исследования с по-
мощью гнездовой ПЦР согласно разра-
ботанному временному наставлению с ис-
пользованием в качестве контролей куль-
тур Fusobacterium necrophorum: ВИЭВ-1, 
ВИЭВ-2, ГНУ ИЭВСиДВ и дистиллиро-
ванной воды. Согласно результатам ко-
миссионного испытания, приведенным 
в табл. 2, представленная для апробации 
тест-система гнездовой ПЦР для выявле-
ния ДНК патогенных F. necrophorum обла-
дает высокой специфичностью и превосхо-
дит метод бактериологического исследо-
вания по времени, затраченному для выяв-
ления возбудителя заболевания в 4-10 раз. 

Проводя исследования, мы обратили 
внимание на то, что в большинстве случа-
ев, где были животные с хроническим ин-
фицированием F. necrophorum, визуализи-
руется только внутренний фрагмент ДНК 
после использования двух пар праймеров. 
Исключение составляли случаи острого 
заболевания некробактериозом (без ме-
дикаментозного вмешательства), при ко-
торых после проведения ПЦР с наружны-
ми праймерами визуализировался боль-
ший фрагмент. Однако после нескольких 

Таблица 1
Результаты исследований на специфичность праймеров тест-системы

№ п/п Наименование культуры
ПЦР с праймерами

наружными внутренними

1 Staphylococcus aureus Отрицательно Отрицательно

2 Staphylococcus albus Отрицательно Отрицательно

3 Streptococcus pyogenes Отрицательно Отрицательно

4 Streptococcus epidermitis Отрицательно Отрицательно

5 Escherihia coli Отрицательно Отрицательно

6 Salmonella dublin Отрицательно Отрицательно

7 Proteus vulgaris Отрицательно Отрицательно

8 «Чик»» ГНУ ИЭВСиДВ Положительно Положительно

9 F. necrophorum, ВИЭВ-1 Отрицательно Положительно

10 F. necrophorum, ВИЭВ-2 Отрицательно Положительно

11 F. necrophorum, ГНУ ИЭВСиДВ Отрицательно Положительно

12 Дистиллированная вода Отрицательно Отрицательно
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пассажей на печеночной среде культуры 
Fusobacterium утрачивали это качество и 
визуализировались только после прове-
дения дополнительно ПЦР с внутренни-
ми праймерами. Это ориентировало на ма-
лое число копий тестируемого фрагмента 
в полной последовательности ДНК Fuso-
bacterium necrophorum subsp. necrophorum. 

По результатам испытаний были раз-
работаны инструкция по применению 
тест-системы для выявления Fusobacteri-
um necrophorum subsp. necrophorum мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

с помощью гнездовых праймеров и техни-
ческие условия. Тест-система успешно про-
шла государственные комиссионные испы-
тания в 2005–2006 гг. 

Заключение
В результате выполненной работы ди-

агностическая тест-система, обладающая 
специфичностью и позволяющая с помо-
щью гнездовых праймеров в полимераз-
ной цепной реакции выявлять из биоло-
гических образцов патогенный биотип 
F.usobacterium necrophorum subsp. necroph-
orum. На данную тест-систему, прошед-

Таблица 2
Результаты межлабораторных комиссионных исследований 

биологических образцов на некробактериоз

№ проб Исследуемый материал

Бактериологическое и био-
логические исследования

ПЦР
 с праймерами

питатель-
ные среды 
и биопроба

получена чи-
стая культу-
ра от мышей

наруж-
ные

внутрен-
ние

1 Фаланга 1 + + – +

2 Фаланга 2 + – – +

3 F. necroph. из коллекц. + – – +

4 Костн. мозг фаланги + + + +

5 Абсцесс печени 1 + – – –

6 Абсцесс печени 2 + – – –

7 Абсцесс печени 3 + + – –

8. F.necr. лиоф. ВИЭВ-1 + н/и – +

9 F.necr. лиоф. ВИЭВ-2 + н/и – +

10 Фаланга 3 + – – +

11 Кровь фаланги + – – +

12 Фаланга 4 + + – +

13 Фаланга 5 + + – +

14 Абсцесс мышц + – – +

15 Некрот. очаг от мыши + – – +

16 F.necroph. + + – +

17 Биоматериал от мыши + – + +

18 Стенка рубца – – – –

19 Содержимое рубца – – – –

20 Фаланга 6 + – – +

21 Фаланга 7 + – – +

22 Фаланга 8 + – – +

23 Копытцевый рог – – – –

24 Навоз – – – –

25 Фаланга 9 + + – +

26 Фаланга 10 + + – +

Примечание: н/и – не исследовали «+» – наличие F. necrophorum, «–» – отсутствие F. nec-
rophorum 
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SUMMARY
The characteristic of the developed test - system for revealing Fusobacterium necrophorum subsp. necro-
phorum by a method plymerase chain reaction (PCR) with the help nested primers.
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ВЫЯВЛЕНИЕ CHLAMYDOPHILA PECORUM 
С ПОМОЩЬЮ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ 
РЕАКЦИИ: ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ
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шую государственные испытания, были 
получены нормативные документы: «Ин-
струкция по применению тест-системы для 
выявления Fusobacterium necrophorum sub-
sp. necrophorum методом полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) с помощью гнез-
довых праймеров» и Технические Условия 
на эту тест-систему ТУ 9388-001-05095732-
2006 (Россельхознадзор, регистр. № ПВР-1-
2.6/01846 от 20 февраля 2007 года).

Введение
Хламидиозы – заболевания, обу-

словленные представителями семейства 
Chlamydiaceae (хламидии), характеризую-
щиеся широким спектром патогенности для 
разных видо-возрастных групп позвоноч-
ных, принадлежащих практически ко всем 
филогенетическим ветвям, и значитель-
ной вариацией форм инфекционного про-
цесса (от бессимптомного носительства до 
острой манифестной инфекции) и клини-
ческих форм: энцефалитной, конъюнкти-
вальной, респираторной, кардиоваскуляр-
ной, гастроэнтеральной, генитальной и др. 
(15, 3, 23). 

Хламидии - группа грамотрицательных 
облигатных внутриклеточных паразитов 
с характерной для прокариот структурой, 

имеющих общую морфологическую харак-
теристику и схожие тинкториальные свой-
ства (10, 3).

Согласно действующей классифика-
ции семейство Chlamydiaceae разделено на 
два рода: Chlamydia и Chlamydophila. В род 
Chlamydia входит три вида: Chlamydia tra-
chomatis; Chlamydia muridarum и Chlamyd-
ia suis. Род Chlamydophila включает Chla-
mydophila pecorum (Chl. pecorum), Chla-
mydophila abortus, Chlamydophila psittaci, 
Chlamydophila felis, Chlamydophila caviae, 
Chlamydophila pneumoniae(7, 10).

Возбудители хламидиоза крупного ро-
гатого скота (КРС) относятся к роду Chla-
mydophila, видам: Chlamydophila psittaci, 
Chlamydophila abortus и Chl. pecorum.

Хламидиоз КРС, вызываемый Chl. pe-
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